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Las enfermedades en el cultivo de camarón, generan pérdidas debido a las mortalidades 
causadas por diversos patógenos ya sea bacteriano o de tipo viral. En el noroeste del 
México las perdidas hasta el 2012 fueron ocasionadas mayormente por el virus del 
síndrome de mancha blanca (WSSV=White spot syndrome virus). A partir del 2013 se 
han presentado nuevas epizootias asociadas al síndrome de la mortalidad temprana 
(EMS=Early mortality syndrome) o enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda 
(AHPND=Acute hepatopancreatic necrosis disease) causada por cepas de Vibrio 
parahaemolyticus infectadas por fagos. Esta nueva cepa surgió en Asia desde el 2009 y 
ha ocasionado pérdidas de más de 1 billón de dólares. Los objetivos del presente estudio 
fueron (1) caracterizar los aislados bacterianos colectados de distintas granjas de cultivo 
de camarón del estado de Sonora en 2013 y 2014 para identificar si el agente causal fue 
el del EMS/AHPND;(2) comparar la región ribosomal 16S rDNA para determinar el tipo 
de cepas involucradas donde se presentaron mortalidades atípicas por lo que se 
realizaron métodos moleculares y desafíos en camarones de granja;(3) también se evaluó 
un nutracéutico para estimular las defensas del camarón. Se muestrearon 11 Juntas 
Locales de Sanidad Acuícola (JLSA) de Sonora y se realizaron análisis bacteriológicos 
de camarón, agua y sedimento. Se aislaron las colonias color verde que crecieron en el 
medio de cultivo TCBS y las colonias color malva que crecieron en CHROMagar® 
Vibrio; se les extrajo el DNA y se realizaron PCR para identificar AHPND. Fueron 
positivas 18 cepas para AHPND. Los productos de PCR del gen 16S rDNA fueron 
secuenciados y comparados con los genomas que están en el Gen Bank. Con los 
resultados de secuenciación y de pruebas bioquímicas se identificó y se confirmó que las 
mortalidades masivas en Sonora en los ciclos2013 – 2014 fueron causado por Vibrio 
parahaemolyticus AHPND+. Se evaluaron los nutracéuticos a base de fucoidan de alga 
café Ecklonia arborea con características inmunoestimulantes y prebióticas, se agregó 
en el alimento harina del alga al 2% y fucoidan (2 g/Kg) extracto del alga. El fucoidan 
promovió el aumento de los hemocitos hialinos y granulosos a los días 6 y 15 de 
alimentación. Al día 15 de alimentación presenta mayor conteo total de hemocitos para 
las dietas que contienen Ecklonia arborea (harina y fucoidan), y se incrementa la 




Diseases in cultured shrimp are cause of economic detriment due to mortalities, caused 
by various pathogens either bacterial or viral type. White spot syndrome virus 
(WSSV)caused losses until 2012 at northwest of Mexico. Since 2013, new outbreaks 
associated with the syndrome of early mortality (EMS) or acute hepatopancreatic 
necrosis disease (AHPND) occasioned by strains of Vibrio parahaemolyticus associated 
with phages has been reported. This new strain emerged in Asia since 2009 and has 
generated damages higher than 1 billion dollars. The objective of this study were (1) to 
characterize the bacterial isolates collected from different shrimp farms in the state of 
Sonora in 2013 and 2014 to identify the causal agent of EMS/AHPND; (2) to compare 
the 16S rDNA ribosomal region to determine the type of strains were involved, so 
molecular methods and challenges in farmed shrimp were performed; (3) also, a 
nutraceutical was also evaluated to stimulate shrimp defenses. Eleven "Local Meetings 
of Aquaculture Health" of Sonora were sampled and bacteriological analyses of shrimp, 
water and sediments were performed. The green colonies that grew in the TCBS culture 
medium were isolated, and also bacterial colonies with mallow color that grew in 
CHROMagar® Vibrio; from those colonies DNA were extracted and PCR were 
performed to identify AHPND. PCR products of gen 16SrDNA were sequenced and 
compared with those genomes reported at GenBank. Sequencing and biochemical results 
allow us to identify and to confirm that massive mortalities in Sonora between 2013 - 
2014 culture cycles were caused by Vibrio parahaemolyticus AHPND+. The 
nutraceuticals based on fucoidan of brown alga Ecklonia arborea with 
immunostimulants and prebiotic characteristics were evaluated, was added to pelleted 
food at 2% of seaweed meal and fucoidan (2 g/Kg)- seaweed extract. Fucoidan induced 
an increase of hyaline and granulose haemocytes at 6 and 15 days of feeding. At 15 days 
of feeding, shrimps showed a higher total count of haemocytes for diets contained E. 






El cultivo de camarón es una industria productiva a nivel mundial y su crecimiento ha 
sido exponencial en la última década, genera grandes ganancias económicas y mayor 
empleo en las localidades del cultivo. El mayor problema al que se enfrenta la 
producción de camarón de cultivo son las enfermedades infecciosas. Estas afectan la 
salud del organismo, disminuyen la producción por mortalidades y también la calidad 
del producto, impactando directamente en la economía del productor y de igual manera 
afecta al mercado local, nacional o internacional. Dentro de los patógenos que mayor 
impacto han generado a la industria camaronícola se encuentran los virus del síndrome 
de mancha blanca (WSSV), de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa 
(IHHNV), del síndrome de Taura (TSV), de la cabeza amarilla (YHV) entre otros 
(Lightner y Redman, 1998;Flegelet al., 2008; Lightner, 2011).  
Los patógenos bacterianos que también causan problemas en los cultivos de camarón 
son los del género Vibrio los cuales se encuentran normalmente en los ambientes donde 
esta actividad se realiza. Las enfermedades causadas por Vibrio eran asociados al estrés 
causado por factores ambientales o climáticos entre otros (Song et al., 1993; Chou et al., 
1995; Hung-Hung et al., 1999). Las mortalidades causadas por vibriosis generalmente 
no son tan elevadas como las producidas por un agente viral, pero es una enfermedad 
recurrente en los ciclos de cultivo que disminuye la producción por las altas 
mortalidades (Soto-Rodríguez et al., 2010).Sin embargo, en Asia, desde el 2009 se 
presentó una enfermedad emergente llamada síndrome de la muerte temprana (EMS) o 
llamada más técnicamente enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda 
(AHPND) (Flegel, 2012; Tran et al., 2013a), el agente causal de esta enfermedad es V. 
parahaemolyticus (Global Aquaculture Alliance, 2013; FAO, 2013a; Tran et al., 2013a); 
produce altas mortalidades en los primeros días del cultivo. La enfermedad 
EMS/AHPND se propagó en el 2010 en granjas ubicadas en el sur de China y la isla de 
Hainan y para principios de 2011 se había detectado en Vietnam y Malasia (Lightner et 
al., 2012), lo que ocasionó pérdidas billonarias en producción.  
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En el 2013 se presentaron grandes mortalidades en el cultivo de camarón en el noroeste 
de México. Nayarit, Sinaloa y Sonora, las cuales generaron grandes pérdidas de 
producción en el inicio del cultivo, debido a una fuerte vibriosis, epizootiología similar a 
la presentada en Asia (Tran et al., 2013a). Por consiguiente, el comité Estatal de Sanidad 
Acuícola del Estado de Sonora A. C. (COSAES) reportó pérdidas millonarias durante el 
primer ciclo de cultivo, pues afectó más de 7500 empleos directos por lo que se 
recomendó que las granjas afectadas, no cultivaran en el siguiente ciclo 2014. 
Debido a la importancia que tiene este patógeno, en este proyecto se identifica y se 
caracterizan los aislados bacterianos, de la(s) cepa(s) de Vibrio parahaemolyticus 
causantes del EMS/AHPND, colectadas durante los ciclos de cultivo 2013 y 2014, 
teniéndose como antecedente las investigaciones reportadas por Lightner en 2013 y por 
el grupo de investigadores del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo 
A.C. (CIAD) Mazatlán en el 2014 (Lightner et al., 2013; Gómez-Gil et al., 2014). 
Además de determinar el agente causal de estas mortalidades en el noroeste de México, 
también se evaluó un nutracéutico a base de fucoidan extraído de algas café (Ecklonia 
arborea), el cual es un producto que ayuda como inmunoestimulante y previene la 
enfermedad y minimiza el impacto que tiene EMS/AHPND en el cultivo de camarón. 
Por lo que la información obtenida en este estudio ampliará el conocimiento sobre esta 
enfermedad emergente (EMS/AHPND) y proporcionará una posible alternativa para 




















2.1Cultivo de camarón 
La camaronicultura es una industria que ha ido en crecimiento, con el paso del tiempo se 
destinan más tierras para el cultivo de camarón y más recursos para infraestructura, 
personal capacitado, alimento, etc. Para tener un buen cultivo de camarón se han 
manejado distintos tipos de legislación según el país o región productiva, con el objetivo 
común de tener camarones sanos e inocuos para su consumo (Martínez et al., 2009). 
2.1.1 En el mundo 
El cultivo del camarón blanco, Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) a nivel mundial, es 
la quinta especie que presenta un mayor crecimiento en la acuacultura con una 
producción de 2 millones 877 mil 542 t de camarones en todo el mundo con un valor 
comercial de 12, 168,812,000 dólares, aun cuando esta especie no es la única con alto 
valor comercial, la especie de camarón tigre Penaeus monodon se encuentra en el 
décimo sexto lugar en producción de mundial en la acuacultura de peces, crustáceos, 
moluscos, etc., con 662 mil 453 toneladas de camarón y un valor comercial de 
3,468,674,000 dólares (FAO, 2011). 
2.1.2 En México 
El camarón por su volumen se encuentra posicionado en el lugar cuarto de la 
explotación pesquera en México; por su valor, lo encontramos en el primer lugar. El 
cultivo de camarón es una actividad que ha ido incrementándose, se ha tenido una mayor 
producción por cultivo que por captura de camarón en alta mar, en el 2012 se reportó 
para el país una producción de 161 mil 852.36 toneladas de camarón, de las cuales 
100mil 320.66 toneladas que representan el 62 % se produjeron a través de la 
acuacultura, correspondiendo el resto a captura tanto en alta mar como en ribera 
(SAGARPA-CONAPESCA, 2012).  
México cuenta varias especies de camarón, pero la especie que se cultiva y tiene mayor 
demanda en el país y en el extranjero es la especie Litopenaeus vannamei o camarón 
blanco del Pacífico, esta es la que predomina en las granjas nacionales, sin embargo, en 
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la pesca en mar abierto la especie predominante es Litopenaeus stylirostris o camarón 
azul del Pacífico (García-Juárez et al., 2009). Los estados con mayor producción de 
camarón de cultivo se encuentran en el noroeste de México conformado con los estados 
de Sinaloa, Sonora y Nayarit (Figura 1). 
 
Figura 1. Estados con mayor producción de camarón en peso vivo en México (SAGARPA-CONAPESCA, 
2013). 
2.1.3 En Sonora 
La acuicultura del estado de Sonora en el cultivo del camarón blanco Litopenaeus 
vannamei, fue una industria que creció en superficie, y en producción fue una de las 
mayores a nivel nacional (SAGARPA-CONAPESCA, 2010). La producción del estado 
en el 2012 fue 36,162t de camarón de peso vivo con un valor de $ 1,747,378,635.00 
pesos (SAGARPA-CONAPESCA, 2012). 
Sonora tiene una superficie instalada para cultivar de 25,585.55 hectáreas (Ha) y la 
superficie sembrada para el año 2012 fue de 24,780.46 Ha en dos ciclos, con una 
producción de 35,305.54 t y un rendimiento de 1.5 (Kg/Ha) (COSAES, 2012). Sonora 
fue el mejor productor de camarón en las granjas, pero en 2011 pasó al segundo lugar ya 




2.2 Nombre común de la enfermedad 
La enfermedad primeramente fue llamada enfermedad de la mortalidad temprana (EMS) 
ya que las mortalidades se presentaban en los primeros días de cultivo, pero de igual 
manera se le llama mortalidad temprana a aquellas que ocurren durante los primeros días 
de cultivo, son causadas por vibriosis o patógenos virales (WSSV, YHV) lo cual causaba 
confusión y dificultaba su diagnóstico; aunque las lesiones causadas por EMS diferían a 
las causadas por virus, ya que causa una necrosis muy marcada, de ahí su nuevo nombre 
a síndrome de la necrosis hepatopancreática aguda (AHPNS). Se le llamó síndrome al 
desconocerse el agente etiológico al momento de nombrar la enfermedad. Investigadores 
de la Universidad de Arizona encontraron el agente causal a la enfermedad de 
EMS/AHPNS y se propuso cambiar nuevamente al de enfermedad de la necrosis 
hepatopancreática aguda (AHPND) (NACA, 2012). 
2.3 Epizootiología y distribución geográfica 
Las primeras mortalidades asociadas con EMS/AHPND fueron en el continente asiático, 
zona con la mayor producción de camarón de cultivo en el mundo, EMS/AHPND afectó 
los cultivos de China durante el año 2009 (Lightner et al., 2012). En el año 2012, la 
enfermedad se propagó por más países asiáticos llegando a las granjas localizadas en el 
este del Golfo de Tailandia (Flegel, 2012). En el 2013, los mismos países asiáticos 
continuaron con las epizootias, pero ya se contaba con algunas medidas de bioseguridad 
y experiencia con el manejo de la enfermedad. En México, se presentaron mortalidades 
masivas provocadas por vibriosis, las cuales se propagaron desde el estado de Nayarit, al 
estado vecino de Sinaloa hasta llegar al estado de Sonora al norte. Aunque se sigue sin 
especificar oficialmente el agente causal de la enfermedad la similaridad de signos 
apunta a EMS/AHPND (Lightner et al., 2013). El grupo de trabajo del CIAD, detectaron 
por métodos de diagnósticos por histopatología y PCR la presencia de la EMS/AHPND 
de granjas afectadas de los estados de Sinaloa y Nayarit, lo cual causaron las altas 
mortalidades del ciclo productivo 2013 en ambos estados (Pérez-Muñoz, 2013; 
SENASICA, 2013; Gómez-Gil, 2014). 
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2.4 Especies afectadas 
AHPND afecta principalmente a las especies de camarón Litopenaeus vannamei y 
Penaeus monodon, especies de mayor explotación en cultivo de camarón, con un 75% y 
15 % de producción global respectivamente, también se reporta que afecta a Penaeus 
chinensis entre otras especies (NACA, 2012; Nikolik, 2013). 
2.5 Agente etiológico 
El agente causal de EMS/AHPND es una cepa de Vibrio parahaemolyticus descrita por 
Tran et al. (2013a), la cual fue aislada de camarones moribundos, la identificación fue 
por pruebas bioquímicas con ayuda de los estuches de API Rapid NE y se confirmó con 
la secuenciación de 16S y con los postulados de Koch dando como resultado el agente 
etiológico a EMS/AHPND. La cepa de V. parahaemolyticus de EMS/AHPND no es 
patógeno al humano, carece de los genes trh y tdh que le confieren la toxicidad y que 
causan gastroenteritis en el hombre al comer mariscos sin cocinar (Tran et al., 2013b). 
Se encuentra disponible en línea, la secuencia del genoma completo de una cepa aislada 
de camarones moribundos de la mortalidad del ciclo de cultivo 2013 en el estado de 
Sinaloa, la cual causan daños similares por EMS/AHPND (Gómez-Gil et al., 2014). 
2.6 Órgano blanco 
La patología de EMS/AHPND se limita solamente al hepatopáncreas (HP) como órgano 
donde causa una patología muy degenerativa en la cual ocurre disfunción en las células 
epiteliales, se reducen las vesículas de lípidos en el HP provocando que se degeneren, lo 
cual provoca que se desprendan de la membrana basal de los túbulos del HP. Se presenta 
una elevada infiltración hemocítica y se encapsulan los túbulos afectados, seguida de 
una melanización o necrosis en la etapa terminal junto con una colonización bacteriana 
secundaria (Lightner et al., 2012; Hoang-Oanh et al., 2013; Tran et al., 2013b). 
2.7 Signos clínicos 
Los signos clínicos en los camarones son: la palidez (color blanquecino o amarillento)y 
reducción de tamaño del HP, el cuerpo del camarón presenta flacidez y pigmentación 
elevada por los cromatóforos expandidos, el HP no es fácil de aplastar entre los dedos, 
presenta turgencia al tacto. Los camarones con EMS/AHPND presentan cambios de 
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comportamiento, dejan de alimentarse lo cual produce una reducción de peso. En el 
análisis microscópico del HP se observa con los túbulos hepatopancreáticos atrofiados y 
con presencia de melanización y el intestino con mínima cantidad de alimento (Lightner 
et al., 2012; Hoang-Oanh et al., 2013). 
2.8 Mortalidad 
Las mortalidades por EMS/AHPND son masivas durante los primeros 10 a 45 días de 
cultivo cuando los camarones se encuentran en los estanques de engorda, en algunos 
casos las mortalidades pueden llegar a ser de hasta el 100% (Lightner et al., 2012; 
NACA, 2012; Hoang-Oanh et al., 2013). 
2.9 Prevención y tratamientos 
Los métodos de prevención o recomendaciones para EMS/AHPND que se sugieren 
después de la aparición de la enfermedad en Asia son adquirir postlarva de calidad y 
buenas prácticas de manejo en los cultivos de camarón. Algunas medidas de prevención 
se muestran en la Tabla 1 (Limsuwan y Briggs, 2012; Corsin y Brigss, 2012; FAO, 
2013b; Limsuwan et al., 2014). 
Tabla 1. Medidas que incrementan o disminuyen el riesgo a EMS/AHPND. 
 
Factores que incrementan el riesgo de 
EMS/AHPND 
Factores que disminuyen el 
riego a EMS/AHPND 
Locación de las granjas 
 Granjas instaladas en la costa. 
 Localización de granjas vecinas que 
comparten el mismo suministro de 
agua. 
Granjas alejadas de la costa 
Especie cultivada P. monodon L. vannamei 
Preparación de los 
estanques 
 Granjas sin reservorio de agua. 
 Mal mantenimiento de estanquería. 
 Inadecuada aireación. 
 Utilización de liner en los 
estanques. 
 Buen mantenimiento de 
estanquería. 
 Buena aireación. 
 Medidas de bioseguridad. 
Recurso de la postlarva 
 Estrés de PL durante el transporte. 
 PL de lugares donde se presentó 
EMS/AHPND. 
 Origen de PL de lugares 
reconocidos. 
 Utilización de PL libres de 
patógenos. 
Calidad de agua  Fluctuaciones de temperaturas. Baja salinidad (<20 gr/l) 
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 Alta salinidad 
Temporada de siembra y 
cosecha 
 Mayor área de siembra o mayor 
número de estanques sembrados. 
 Mayor densidad de siembra. 
 Sembrar P. monodon a 
finales de año. 






 Utilización de antibióticos en alimento. 
 
 Buena calidad de alimento. 
 Utilización de probióticos 
aprobados. 
 Buen control de 
alimentación. 




2.10 Métodos de diagnóstico 
La enfermedad primeramente fue detectada por el método de histopatología, al observar 
los daños en los tejidos y órganos internos de tracto digestivo del camarón como lo 
describen Lightner et al. (2012) y Tran et al. (2013a). En el 2013 se desarrollaron dos 
kits de diagnóstico molecular por PCR, el primero fue desarrollado por Lightner et al. 
(2013) la cual es un kit de diagnóstico comercial, posteriormente Sirikharin et al. (2014) 
desarrollaron un kit de PCR el cual se encuentran disponible en internet. 
2.11 Inmunoestimulantes 
El sistema inmune del camarón como otros invertebrados, es incapaz de producir 
anticuerpos para combatir diversos patógenos que se le presentan en todo su ciclo de 
vida, ya que no presenta memoria inmunológica de largo plazo (Vargas, 2009). El 
camarón tiene un sistema sanguíneo abierto, en el cual se en cuentran nutrientes, 
hormonas, células inmunológicas como los hemocitos que son transportados por la 
hemolinfa a todo el organismo (Bachére et al., 2004).Los hemocitos tienen proteínas 
capaces de detectar el tipo de estructura de los agentes extraños como β-glucanos, 
peptidoglicanos y lipopolisacáridos que desencadenan las reacciones de protección 
(Loker et al., 2004; Steiner et al., 2004; Rendon y Blacázar, 2003). Tales reacciones 
pueden ser activadas por inducción, al aplicar diversos productos que promuevan de 
manera directa o indirecta un aumento en la resistencia contra patógenos y una 
disminución en el estrés (Doñate et al., 2010). Hay muchas maneras de aplicar los 
inmunoestimulantes ya sea por inmersión, aspersión, inyección o la manera más práctica 
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de utilizarlos es la adición directa en el alimento del camarón (Rorstad et al., 1993; Azad 
et al., 2005;). 
2.12 Nutracéuticos 
Los nutracéuticos son alimentos o compuestos derivados de ellos que sirven como 
medidas de prevención o tratamientos en contra de alguna enfermedad, además brindan 
beneficios en salud al ser consumidos (Kalra, 2003; Moroney et al., 2012). Los 
nutracéuticos pueden ser de diferente procedencia; las plantas, animales y recursos 
marinos pueden brindar numerosas moléculas benéficas, y con la ayuda de herramientas 
biotecnológicas es posible obtener los compuestos activos y obtener nuevos aditivos 
para fortalecer la salud del organismo (Hugenholtz y Smid, 2002; Freitas et al., 2012). 
Para reforzar la salud del camarón se han utilizado numerosos aditivos o extractos 
vegetales como una buena estrategia de manejo del cultivo,  los cuales proporcionan  
mejores incrementos de biomasa y mayor resistencia a enfermedades (Tabla 2). 
Tabla 2. Nutracéuticos utilizados contra patógenos comunes del cultivo de camarón. 
Autor 
Nutracéutico  
Especie Patógeno Resultados (compuesto) 
Yeh et 
al. 2005 
Extracto de alga café 
Sargassum duplicatum L. vannamei V. alginolyticus 
Mejora el sistema 
inmune y hay mayor 





Extracto de polisacárido 
de Sargassum fusiforme F. chinensis V. harveyi 
Incrementa el sistema 
inmune y presenta 




Extractos de micro-alga 
Spirulina plantesis L. vannamei V. alginolyticus 
Mayor sobrevivencia y 





























L. vannamei V. alginolyticus / WSSV 







Extracto del alga roja 
Asparagopsissp. P. monodon Vibrio sp.  
Mayor sobrevivencia y 




Extracto de planta 
Gynura bicolor L. vannamei V. alginolyticus Incrementa la inmunidad 
 
2.12.1 Nutracéuticos a base de fucoidan 
La utilización de compuestos derivados de extractos de plantas o algas pueden tener 
características deseables para el organismo que lo consume, mejora la calidad de salud y 
fortalece el sistema inmunitario, incorpora antioxidantes necesarios en el organismo, 
pueden ser anti inflamatorios entre otros beneficios (Moroney et al., 2012).El fucoidan 
es un complejo de polisacáridos sulfatados que son extraídos principalmente de algas 
café (Bilan et al., 2002; Bilan et al., 2006; Hahn et al., 2012; Yu y Sun, 2014). Se han 
estudiado las aplicaciones del fucoidan para distintas aplicaciones tanto para la salud 
humana como para salud animal (Hayashi et al., 2008; Senthilkumar et al., 2013). Kim 
et al. (2014) utilizó fucoidan de algas café Ascophyllum nodosumy Fucus vesiculosus las 
cuales presentaron inhibiciones de la alfa-amilasa y alfa-glucosidasa, por lo que se 
recomendó utilizarlos como nutracéutico para personas con diabetes tipo 2. En la tabla 3, 
se muestran las aplicaciones que se han realizado en la acuacultura al utilizar fucoidan 
para fortalecer el sistema inmune y generar resistencia a patógenos que afectan los 







Tabla 3. Nutracéuticos utilizados con fucoidan para camarones de cultivo. 
Autor Nutracéutico (compuesto) Especie Patógeno Resultados 
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V. harveyi inactivado, 
WSSV inactivado en 
formalina, Fucoidan 
 









et al. 2012 
 
Fucoidan de Sargassum 
wightii 
 












L. vannamei V. 











3. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 
El impacto económico que se tuvo el año pasado y que sigue presente en este año en la 
camaronicultura de México y en especial en Sonora por la enfermedad emergente 
EMS/AHPND ha causado pérdidas por más de 1 billón de dólares en producción. Se 
estima que disminuirá la producción de camarón ante la presencia de este patógeno en 
los estanques de cultivo, lo cual impacta en la generación de empleo y a la economía de 
las zonas productivas de camarón en México. 
Hay numerosos estudios sobre tipos de aditivos en alimento de camarón, probióticos 
para reforzar el sistema inmunitario del camarón y así tener una protección contra 
agentes bacterianos del género Vibrio sp., pero en la actualidad se encuentran pocos 
trabajos sobre la utilización de productos benéficos en la dieta del camarón ante este 
nuevo patógeno emergente. 
Conforme a lo antes planteado, en este estudio surge el siguiente cuestionamiento: 
¿Serán las mismas cepas de Vibrio parahaemolyticus infectadas por fagos las 
causantes de EMS/AHPND y de las mortalidades atípicas que se presentaron en 
Sonora desde el 2013 y 2014? y ¿cuál será el efecto de un nutracéutico a base de 











Actualmente, existe la controversia, si la mortalidad en granjas de Sonora en los ciclos 
2013 y 2014, fue por la presencia de V. parahaemolyticus, con el agente etiológico de la 
EMS, debido a la falta oportuna de un diagnóstico molecular como es el PCR.  Con este 
estudio se pretende confirmar y caracterizar al agente etiológico que produjo dichas 
mortalidades en Sonora México. Después de caracterizar la presencia del EMS, nos 
servirá para evaluar aditivos nutracéuticos con capacidad inmunoestimulantes que 
brinden protección contra el patógeno en estudio. Los resultados obtenidos tendrán un 



































Las mortalidades de camarón de cultivo en el 2013 y 2014 en Sonora, fueron causadas 
por cepas de Vibrio parahaemolyticus causante de EMS/AHPND. La utilización de 
nutracéuticos con fucoidan del alga Ecklonia arborea en dietas de camarón generará un 










































6.1 Objetivo general 
Comprobar que el agente causal de las mortalidades atípicas del camarón blanco 
Litopenaeus vannamei en las granjas del estado de Sonora es la misma o diferentes 
cepas de Vibrio parahaemolyticus que causa la EMS/AHPND, mediante caracterización 
bioquímica y genotípica, Adicionalmente evaluar los efectos que tiene la inclusión de 
fucoidan proveniente del alga Ecklonia arborea en dietas experimentales para camarón 
L. vannamei en términos de parámetros inmunológicos. 
6.2 Objetivos particulares 
(I) Aislar cepas de Vibrio spp. de diferentes localidades en Sonora del ciclo de cultivo 
2013 - 2014, mediante pruebas bioquímicas y moleculares para su posterior 
caracterización. 
(II) Caracterización de las cepas mediantes pruebas bioquímicas y moleculares para su 
identificación. 
(III) Comparar las cepas identificadas mediante estudios genómicos entre las cepas y su 
relación con el lugar de procedencia. 
(IV) Evaluar la sensibilidad del agente causal EMS in vitro, mediante pruebas de 
inhibición bacteriana con antibióticos. 
(V) Evaluar parámetros inmunológicos en camarón al ser alimentados con dietas 











7. MATERIALES Y MÉTODOS 
7.1 Sitios de muestreos 
Se trabajaron con muestras de agua y camarón provenientes de diferentes sectores del 
estado de Sonora durante el ciclo de cultivo 2013. Los sitios de muestreos fueron nueve, 
en la figura 2 se observan los puntos de muestreo los cuales se distribuyen de la 
siguiente manera: seis localidades en la Junta local de Cruz de Piedra (centro de Sonora), 
una localidad en el Tóbari y dos en Atanasia (sur de Sonora), en los cuales los puntos de 
muestreo fueron de granjas afectadas por la mortalidad atípica. 
 
Figura 2. Juntas locales de los muestreos de agua y camarón. Ciclo de producción 2013 de Cruz de Piedra, 
Mélagos y Atanasia. 
Para las muestras del ciclo 2014 se monitorearon cuerpos de agua (esteros y drenes) 
circundantes a las granjas que presentaron mortalidad en el ciclo 2013, las localidades 
son en los esteros de Melagos (27° 09’ 46.90” N, 110° 15’ 58.49” O), Atanasia (27° 08’ 
08.85” N, 110° 11’ 27.67” O) y El Riito (26° 47' 2.59" N, 109° 48' 48.20" O). Los 
muestreos de camarón silvestre, agua y sedimento fueron en los canales de llamada de 
las granjas acuícolas que están cerca a la escollera para tratar de aislar cepas patógenas 
de Vibrio sp. que puedan causar enfermedad dentro de las granjas camaroneras de donde 




Figura 3. Esteros del sur de Sonora, Mélagos (Izquierda), Atanasia (centro) y El Riito (derecha). 
De igual manera se recolectó camarón silvestre y sedimento para analizarlos antes y 
durante el ciclo de producción 2014. Se realizaron muestreos dirigidos a granjas 
productoras de camarón que iniciaron con signos anormales de estado de salud y 
mortalidad temprana en sus cultivos. 
7.1.1 Muestreo de agua 
Se colectaron muestras de agua asépticamente en los recipientes de bolsas estériles 
Whirl-pack® introduciéndolas en las columnas de agua que llenan las granjas en los dos 
ciclos de muestreo 2013 y 2014. Ya selladas las bolsas, se almacenaron en hieleras para 
trasportarlas y analizarlas en el Laboratorio de Análisis de Sanidad Acuícola (LASA) del 
Instituto Tecnológico de Sonora (ITSON). Todo el procedimiento se realizó como lo 
recomienda la Norma oficial Mexicana (NOM-230SSA1-2002). 
7.1.2 Muestreo de camarón silvestre y de cultivo 
Para la captura de los camarones silvestres o de cultivo, se utilizó una atarraya 
convencional, mediante el método dirigido, en el cual se colectan organismos con 
características o signos anormales que presumiblemente estén asociados con alguna 
enfermedad, esto es para ambos ciclos de cultivo 2013 y 2014 (Organización Mundial de 
Salud Animal, 2013). Para la transportación de los organismos vivos al laboratorio se 
utilizaron acuarios de plástico limpios con capacidad de 20 L, se llenaron con la misma 
agua de las granjas, suministrándoles aireación con un aereador para evitar el estrés por 
falta de oxígeno, si el lugar de muestreo estaba lejos del laboratorio, a los acuarios se 
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agregaron bolsas con hielo para bajar la temperatura y disminuir el metabolismo de los 
camarones, y evitar muertes durante el transporte (Ali et al., 2012; Joshi et al., 2014). 
7.2 Análisis bacteriológico 
En los análisis bacteriológicos de agua y camarón en ambos ciclos, se interpretaron los 
resultados mediante la metodología descrita de Gómez-Gil et al. (1998) y Soto-
Rodríguez et al. (2010). 
7.2.1 Análisis bacteriológico de agua 
Para la realización de la bacteriología de todas las muestras, se esterilizó el área de 
trabajo y se procesaron asépticamente cada una de los organismos. Las muestras de agua 
se sembraron directamente con 100 µL de la muestra en placa en el medio de cultivo 
TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose; DIFCO, BD, México), sembrándose con 
una asa acodada de vidrio en la placa, posteriormente se incubaron por 18 a 24 h a 28 - 
30 °C (Gómez-Gil et al., 1998; Soto-Rodríguez et al., 2010). 
7.2.2 Análisis bacteriológico de camarón 
7.2.2.1 Bacteriología de postlarva 
Para el análisis bacteriológico de postlarva (PL) se pesó un gramo de muestra y maceró 
en 10 mL de solución salina al 2% estéril, del macerado se sembraron 100 µL en el 
medio de cultivo TCBS, las placas se incubaron de 18 a 24 h a una temperatura de 28 a 
30 °C (Gómez-Gil et al., 1998; Soto-Rodríguez et al., 2010). 
7.2.2.2Bacteriología de hepatopáncreas (HP) 
Para el análisis bacteriológico de HP, se utilizó una pinza de disección estéril y bajo 
condiciones asépticas se extrajeron los HP y se pesó 1 g de cada uno. Luego se 
maceraron  en 10 mL de solución salina al 2% estéril en mortero y se usaron 100 µL 
para cultivarse en TCBS, las placas se incubaron de 18 a 24h a una temperatura de 28 a 
30 °C (Gómez-Gil et al., 1998; Soto-Rodríguez et al., 2010). 
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7.3 Aislamiento y purificación de cepas bacteriológicas 
Para la selección de colonias de Vibrio, se tomaron únicamente las colonias verdes del 
agar TCBS con o sin presencia de bioluminiscencia. Ya seleccionada la colonia, se tomó 
una yse resembró en un medio que contenía agar tripticaseina de soya (TSA; DIFCO, 
BD) al 2% de NaCl, además del medio CHROMagar® Vibrio, el método que se utilizó 
fue por estría cruzada, a una temperatura de 35°C por 24 h. El procedimiento se repitió 
hasta obtener un solo tipo de colonia en la placa (Costa et al., 2010; Di Pinto et al., 
2011).  
7.4 Preservación de las cepas bacterianas 
Los aislados bacterianos se resguardaron por criopreservación a-80 °C, según el manual 
de ATCC (2013); se ajustó el medio de cultivo en las mismas concentraciones de NaCl. 
Se utilizaron dos tubos de 2 mL para la criopreservación con 1 mL de caldo tripticaseina 
de soya (TSB, DIFCO, México) al 2% de NaCl y glicerol al 30%. Se seleccionó una 
colonia de un cultivo joven (18 – 24 h de incubación) de la cepa purificada. 
Posteriormente para reactivar la cepa conservada, se sembró en agar TSA al 2% de NaCl 
o se agregó 100 µL en TCBS del tubo con la cepa preservada. 
7.5 Identificación de las cepas aisladas por MicroScan® 
Se realizó un perfil bioquímico a las cepas aisladas mediante el protocolo para Vibrios 
halofílicos descritos en el manual de MicroScan® (Siemens Healthcare Diagnostics 
Inc.), a continuación se describe el protocolo recomendado (figura 4): 
 Utilizar paneles para Gram negativas MicroScan®. 
 Suspender las colonias purificadas en 3mL de solución salina 1 al 2 % estéril. La 
turbidez debe equivaler al estándar 0.5 de McFarland. 
 Rehidratar el panel con agua de inóculo con Pluronic® no inoculada, utilizando 
el sistema RENOK® y una charola de inoculación. 
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 Usar una pipeta estéril para adicionar 1 gota (45-50 µL) de la solución salina con 
Vibrio en suspensión en cada uno de los 27 pozos de las bioquímicas, incluyendo 
los pozos G (crecimiento), Cl4 y Cf8. 
 Incubar los paneles por 16-24 horas, y adicionar los reactivos reveladores 
correspondientes. 
 
Figura 4. Material para identificación bioquímica por MicroScan®. 
7.6 Caracterización molecular 
7.6.1 Extracción de DNA 
En el laboratorio de LASA en la unidad Obregón del ITSON se caracterizaron 45 cepas 
bacterianas de las muestras de colectadas en Sonora, las cuales fueron 15 para cada ciclo 
2013 y 2014. Las cepas bacterianas obtenidas se purificaron en agares generales y 
selectivos. Se utilizó DNA de estómago, hepatopáncreas o aislados bacterianos, se 
utilizaron de 10 a 100 ng de DNA de la muestra antes mencionadas. La extracción para 
el DNA, se realizó con el kit comercial de DNAzol (Invitrogen, Carlbad, CA. USA), se 
realizó según las instrucciones del proveedor. El DNA se resuspendió en 50 µL de agua 
estéril y se guardó a -20°C hasta su uso. 
7.6.2. Identificación por PCR 
Protocolo de detección AHPND/EMS en PCR tiempo final:  
El coctel de reacción se preparó con una mezcla de buffer 5X, 1.5 mM MgCl2, 200 μM 
de cada dNTP, 0.2 μM de cada primer (AP3F) - 5’-
ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC-3’ y (AP3R) - 5’-
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GTGGTAATAGATTGTACAGAA-3’, 3 µL de DNA de la muestra y 1 U de Taq 
polimerasa (GoTaq, Promega), para tener el volumen final se le agregó la cantidad 
necesaria de agua bidestilada (dH2O). El volumen total de la reacción fue de 25 µL. Se 
utilizó un termociclador iCycler (Bio-Rad), con un programa de precalentamiento de 94° 
por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalización de 94° por 30 s, anillamiento de 
53°C por 30 s, extensión de 72°C por 40 s y una extensión final de 72 por 5 min. 
Terminada la reacción se obtuvieron la amplificación de productos de 336 bp, 
registrandose las fotografías en una cámara de electroforesis UV (Bio-Rad) en un gel de 
agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio (Sirikharin et al., 2014). 
7.6.3 Estudios genómicos 16S rADN 
Identificación molecular por gen 16S rADN. El ADN obtenido de las bacterias marinas 
se sometió a la amplificación dirigida al del gen 16S rADN. Los primers utilizados 
fueron: U1F (5’-CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - 3’) y U1R (5’–
CGGGCGGTGTGTRCAARRSSC-3’) (Rivas et al., 2004). Se preparó una mezcla de 25 
µL con 5X buffer, 1.5 mM MgCl2, 200 μM de cada dNTP, 0.2 μM de cada primer, DNA 
de las muestras (100 ng/µL), 1 U de Taq polimerasa (GoTaq, Promega) y dH2O. Se 
utilizó el termociclador iCycler (Bio-Rad) con un programa de desnaturalización inicial 
a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 1 min, 
alineamiento de 55°C por 2 min y extensión a 72°C durante 1 min, una extensión final a 
72°C por 7 min. Los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1%, en un 
transiluminador UV (Bio-Rad). Posteriormente los productos de DNA fueron 
purificados con el kit QIAquick PCR (Qiagen), se enviaron a secuenciar en Servicios 
Genómicos de CINVESTAV-LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato. 
7.6.4 Variabilidad bacteriana por PCR – (GTG)5 
Análisis por PCR (GTG)5; Para discriminar entre cepas seleccionadas se utilizó la 
técnica de PCR (GTG)5, la cual se basa en la amplificación de secuencias repetidas 
intercaladas en el DNA. Se preparó una mezcla de 25 µL para PCR con 5X Taq Green 
buffer (Promega), 25 mM MgCl2, 25 mM desoxirribonucleótidos trifosfatados (dNTPs), 
25 μM (GTG)5 primer (5’-GTGGTGGTGGTGGTG-3’), dH2O, ADN (100 ng/µL) y 
ADN polimerasa (GoTaq, Promega). La amplificación comenzó con una pre-
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desnaturalización a 95°C (7 min), seguido por 4 ciclos de desnaturalización, 
alineamiento y extensión a 95°C (2 min), 36°C (2 min) y 72°C (2 min), respectivamente, 
más 30 ciclos de desnaturalización, alineamiento y extensión a 95°C (1 min), 50°C (1 
min) y 72°C (1 min), respectivamente. La elongación final fue a 72°C por 5 min. Las 
muestras se analizaron visualmente en geles de agarosa al 1.5%, corridos en cámara de 
electroforesis con 1X buffer TBE (Tris Borato EDTA), a 100 V por 1 h y 30 min. Se 
seleccionaron las cepas con perfiles o patrones de bandas diferentes (Versalovic et al., 
1994; Matsheka et al., 2005). 
7.7 Sensibilidad antimicrobiana 
Los antibióticos comerciales de la marca AVIMEX utilizados para los antibiogramas 
fueron: Oxi-blend® (Oxitetraciclina: OXD), Flor-blend® (Florfenicol: FLD), Enro-
blend® (Enrofloxacina: EBD), Magna-mix® (magnacina: MGX),Tri-mex® 
(Sulfacloropiridacina y Trimetroprim: TX) y Aviflox® (Enrofloxacina: AFX) según los 
protocolos propuestos por CLSI (2005a; 2005b) (Yano et al., 2014). Se ajustó la 
turbidez de la suspensión bacteriana a 0.5 McFarland, en el medio de cultivo Mueller 
Hinton (DIFCO, DB) se le agregó el 2% de NaCl al ser bacterias marinas. Se realizó por 
triplicado para cada antibiótico y bacteria evaluada (figura 5). 
 
Figura 5. Antibióticos en sensidiscos para antibiogramas AVIMEX® (Izquierda), grados de sensibilidad al 
antibiótico. Fuente: AVIMEX 2008. 
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7.8 Bioensayos con nutracéuticos 
7.8.1 Diseño experimental 
Los bioensayos con nutracéuticos se realizaron en el Laboratorio de Maricultura de la 
FCB, Unidad B de la UANL. Se trabajaron con 4 replicados por tratamiento (Control, 
Harina, Fucoidan) para evaluar cada dieta con 25 camarones L. vannamei por acuario 
con un peso promedio de 5-6 g. Los acuarios utilizados tenían una capacidad de 120 L, 
se utilizaron 12 acuarios en total. Los camarones se distribuyeron en los acuarios y se 
dejaron por tres días con alimento control para que se aclimataran a las condiciones del 
sistema, al tercer día se comenzó con la alimentación con las dietas a evaluar. La 
alimentación se realizó con el 6% de la biomasa del acuario por día, se alimentaron 3 
veces al día a las 7:00, 13:00 y 19:00 h. Al tercer día se realizó la primera toma de 
muestra de hemolinfa. Se tuvo la precaución de eliminar los restos de alimento y heces 
antes de cada alimentación. Se registraron los parámetros fisicoquímicos diariamente de 
temperatura (C°), Salinidad (g/L) y pH, el suministro de oxígeno fue constante por el 
sistema interno de recirculación (air lift) que recibe un flujo continuo de agua de entre 
330-360 mL/min. 
7.8.2 Dietas experimentales 
Se formuló una dieta control, la cual no contiene harina de krill, harina de alga o de 
levadura que son ingredientes con posible actividad inmunoestimulante. A partir de ésta, 
se formularon 2 alimentos, los cuales se le añadieron el 2% de harina de alga de 
Ecklonia arborea y 2 g/kg de fucoidan. El nivel de inclusión de la harina de trigo fue 
cambiado de acuerdo al nivel de inclusión de los ingredientes experimentales (Tabla 4).  




 Dieta Harina (2%) Fucoidan (2 g/Kg) 
Harina de trigo 342.7 319.3 337.1  
Harina de pescado 213.7 216.4 216.4 
Fucoidan de E. arborea --- --- 2.0 
Harina  de E. arborea --- 20.0 --- 
Pasta de soya 210.0 210.0 210.0 
24 
 
Gluten de trigo 40.0 40.0 40.0 
CMC 50000 40.0 40.0 40.0 
Gluten de maíz 31.5 31.5 31.5 
Harina de calamar 26.0 26.0 26.0 
Soluble de pescado 22.3 22.3 22.3 
Lecitina de soya 27.5 27.5 27.5 
Aceite de pescado 27.6 27.6 27.6 
Carbonato de calcio 10.0 10.0 10.0 
Ortofosfato 3.9 3.9 3.9 
Mezcla vitamínica 2.0 2.0 2.0 
Premix de minerales 1.5 1.5 1.5 
Cloruro de colina 1.0 1.0 1.0 
Amonex aquadry 1.0 1.0 1.0 
Vitamina C 0.2 0.2 0.2 
 
7.8.3 Elaboración de las dietas 
Para la elaboración de las dietas, cada uno de los ingredientes fue molido al mismo 
tamaño de partícula, para lograr una mayor homogeneidad y uniformidad del alimento. 
Posteriormente se pesaron por separado y mezclaron en una batidora (Kitchen Air) con 
capacidad de 4 L. Primero se mezclaron los macronutrientes durante 5 min. Después se 
añadieron a la mezcla los micronutrientes y se homogenizaron por 5 min, una vez 
transcurrido el tiempo, se añadieron poco a poco los aceites (aceite de pescado, lecitina 
de soya y soluble de pescado) e igual se mezclaron por 5 min. Finalmente, se añadió 
agua destilada caliente (350 mL), esto se hizo lentamente para evitar la formación de 
grumos y se mezclaron durante 10 min. Una vez mezclados todos los ingredientes, la 
pasta obtenida fue peletizada en un molino de carne (TORREY, México) con un dado 
con perforaciones de 1.6 mm de diámetro, se midió la temperatura inicial y final cada 
vez que sea procesó una dieta. Al obtener los pellets, éstos se secaron en una estufa a 
100 °C durante 12 min, posteriormente se dejaron a temperatura ambiente durante 24 h y 
finalmente se almacenaron a 4 °C en bolsas de plástico correctamente rotuladas. 
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7.8.4 Parámetros de respuesta inmune en hemolinfa 
7.8.4.1 Extracción de hemolinfa 
Los muestreos de hemocitos fueron a los días 0, 3, 6, 9, 12 y 15 después de haber 
iniciado la alimentación, se tomaron 3 organismos provenientes de cada acuario de cada 
tratamiento (12 en total por tratamiento). Se preparó una solución con EDTA (SIC-
EDTA) como anticoagulante (Vargas – Albores et al., 1993) y fue enfriada previamente 
a 4° C, con esta solución se prepararon jeringas de 1 mL que contenían 200 µL de la 
solución anticoagulante. 
Se extrajo cuidadosamente la muestra de la región ventral del camarón entre el último 
par de pereiópodos y el primer par de pléopodos (seno ventral), un volumen de 
hemolinfa (~100µl) en relación con la cantidad de anticoagulante usado, la cual se 
colocó en tubos eppendorf siliconizados de 1.7 mL, deslizando la muestra por la pared 
del tubo para no producir la lisis de los hemocitos y prevenir la activación y ruptura 
celular. Cada tubo se rotuló con el número de muestreo, acuario muestreado y número 
de camarón, se registró la cantidad vertida al tubo, así como el factor de dilución para 
realizar los cálculos correspondientes de los parámetros hemáticos. 
7.8.4.2 Conteo total de hemocitos (CTH) 
Para la cuantificación del número de hemocitos, se siguió la metodología citada en 
Hernández-López (1996), de manera general, se adicionaron 100 µL de hemolinfa 
colectada y diluida en SIC-EDTA 2:1. La hemolinfa fue preservada en formaldehído al 
4%, se añadió 50 µL de hemolinfa en 200 µL de formaldehído (Campa-Córdova et al., 
2002). Se mezclaron cuidadosamente y se colocaron 10 µL en la cámara de Neubauer 
(hematocitómetro). Se dejó en reposar por 15 segundos y se contabilizaron en un 
microscopio compuesto a 40x, la cantidad total de hemocitos presentes en los 4 
cuadrantes exteriores. La concentración de las células totales fue calculada empleando la 
siguiente fórmula:  
Células de hemocitos totales/mL= [((C1+C2+C3+C4/4)*10,000))*factor de 
dilución1*factor de dilución 2].  
Además, se diferenciaron y se cuantificaron los diferentes tipos celulares en cada 
muestra: hemocitos hialinos (H), semi-granulosos (SG) y granulosos (G). 
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7.8.4.3 Actividad fenoloxidasa libre (FOL) y fenoloxidasa total (FOT) 
Para determinar la actividad de la fenoloxidasa total se utilizó un método de 
microplacas, se depositaron 10 µL de una solución de tripsina (1mg/mL) a cada pozo y 
se añadieron 10 µL de la muestra, se dejó reposar por 10min., posteriormente se 
añadieron 250 µL L-DOPA (1mg/mL) y se determinó la lectura de la absorbancia 
exactamente después de los 20 min a 490 nm en un Multiskan EX ELISA.(Hernández-
López et al., 1996). Para determinar la fenoloxidasa libre se añadieron 250 µL de L-
hydroxifenilalanina (L-DOPA, 1mg/mL, Sigma, México) directamente a 10 µL de 
muestra de hemolinfa y se determinó la absorbancia exactamente después de 20 min. Se 
procedió de igual forma para la fenoloxidasa total. Todos los análisis se realizaron por 
duplicado (Gollas-Galván, 2003). 
7.8.4.4 Estallido respiratorio(ER) 
La metodología del estallido respiratorio es según Liu y Chen (2004) 
Preparación de la microplaca: 
 Se depositó una suspensión de 5X105 hemocitos por triplicado (para cada 
muestra) en una microplaca en 100 mL de medio MHBSS(Sigma). 
 Se incubó en condiciones de humedad, durante 30 min a temperatura ambiente 
(para la adherencia de los hemocitos) 
 El sobrenadante se elimina y se reemplaza con 50 µL de medio MHBSS 
Medición de reducción de NBT (nitro azul de tetrazolio) 
 Se agregaron 50 µL de medio que contenía: 
a) Blanco= Sin ningún inductor 
b) Control Positivo= Laminarina L 9634; Sigma (inductor de estallido respiratorio).  
c) Control Negativo= Iodoacetamina (inhibidor de estallido respiratorio) 
d) Muestra a analizar (PL´s).  
 Se distribuyó inmediatamente a cada pozo 50 µL de la solución de NBT al 0.3% 
en medio MHBSS. 





 Se retiran los sobrenadantes y los hemocitos se fijan mediante la adición de 200 
 mL de metanol absoluto. 
 Se lava dos veces con metanol al 70%, y se seca al aire por 30 min.  
 Los depósitos de formazán se disuelven en 120 mL de KOH 2M y 140 mL de 
DMSO (dimetil sulfoxido, Sigma, México).  
Después de homogenizar el contenido en los pocillos, se determina la absorbancia a 620 
nm en un espectrofotómetro 
7.9 Análisis estadístico 
Para el análisis de datos de CTH, FOT, FOL, ER y antibiogramas, se realizó un análisis 
de varianza (ANOVA) simple para comparar entres las variables analizadas, con pruebas 
de rangos múltiples y la prueba de (LSD) Fisher con el Paquete estadístico 
















8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
8.1 Análisis bacteriano 
De los muestreos en los esteros y en granja de camarón se aislaron 444 colonias verdes 
característica en el crecimiento de V. parahaemolyticus (Vph) en el agar TCBS (colonias 
verdes), se ignoraron las colonias amarillas. Las colonias aisladas fueron preservadas a -
80°C para resguardo y posteriores análisis, en los muestreos en los esteros del sur de 
Sonora se obtuvieron 82 aislados bacterianos, en la tabla 5se pueden observar la 
cantidad de aislados de los distintos tipos de muestras de cada uno de los sitios de 
muestreo. En la tabla 6 están las cepas obtenidas de los muestreos de las granjas de 
cultivo de camarón en 11 juntas locales de sanidad acuícola, con un total de 362 cepas 
aisladas. 
Tabla 5. Aislados bacterianos en agua, sedimento y camarón antes del ciclo de cultivo 2014 en tres juntas 
locales de sanidad acuícola en el sur de Sonora. 
            
Localidad (JLSA) Agua Sedimento Larva Hepatopáncreas Total de 
aislados 
Atanasia 6 5 3 3 17 
Mélagos 5 4 7 3 19 
El Riito 1 2 27 16 46 
Total 12 11 37 22 82 
 
Tabla 6. Aislados bacterianos en agua, sedimento y camarón durante el ciclo de cultivo 2014 en 11 juntas 
locales de sanidad acuícola en el estado de Sonora. 
            
Localidad (JLSA) Agua Sedimento Larva Hepatopáncreas Total de 
aislados 
Aquiropo - - - 5 5 
Atanasia 16 3 4 28 51 
Bahía de Kino 2 - 1 6 9 
Bahía de Lobos 30 15 - 22 67 
Cruz de Piedra 7 5 1 5 18 
Mélagos 39 10 11 61 121 
El Riito 3 2 - 6 11 
Santa Bárbara - - 1 1 2 
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Siari 2 - - - 2 
Tastiota 2 - - 9 11 
Tobari 13 5 4 21 43 
*Sin definir 8 - - 14 22 
Total 122 40 22 178 362 
Las colonias características para Vph son las colonias verdes, las cuales en el total de las 
muestras procesadas por bacteriología se resembraron en el medio de cultivo 
CHROMagar Vibrio® el cual tiene la capacidad de diferenciar cepas de Vibrios por 
crecimiento en el medio, Vph crece de color malva (rosa – morado) según el fabricante y 
trabajos realizados por Sanchez-Díaz et al. en 2016. Del total de las cepas verdes 
obtenidas, 186 presentaron características para Vph en su coloración malva, de los 
cuales se escogieron 83/444 cepas que presentaron una coloración más oscura del malva 
(morado, apreciación subjetiva), que representa el 18.6% de las cepas totales obtenidas 
durante todo el muestreo. 
8.2 Caracterización de cepas 
De las 83 cepas obtenidas por los análisis bacteriológicos se descartaron aquellas que se 
repetían el lugar de procedencia, tipo de muestra (agua, sedimento o agua), para la 
identificación por PCR para AHPND y para detectar Vph con él gen tl según Bej et al. 
(1999). 
 8.2.1 Identificación por PCR 
Las cepas positivas para AHPND por PCR fueron 18, en la tabla 7 se observa la 
procedencia de las muestras y la localidad donde fueron obtenidas. 
Tabla 7. Cepas positivas para Vph y AHPND, localidad y tipo de muestra. 
            
FECHA  CLAVE  LOCALIDAD   TIPO DE MUESTRA  
PCR  PCR  
AP3  tl  
03-may B23  Tóbari  Estómago  +  +  
03-may B25  Tóbari  Agua  +  +  
13-may D2  Lobos  Sedimento  +  +  
13-may D11  Tóbari  Larva  +  +  
13-may D12  Atanasia  Larva  +  +  
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15-may D19  Mélagos  Sedimento  +  +  
19-may D50  Lobos  Hepatopáncreas  +  +  
21-may D74  Mélagos  Larva  +  +  
22-may D92  Cruz de Piedra  Hepatopáncreas  +  +  
29-may D125  Lobos  Agua  +  +  
03-jun D139  Cruz de Piedra  Hepatopáncreas  +  +  
04-jun D141  Mélagos  Hepatopáncreas  +  +  
17-jun D190  Mélagos  Hepatopáncreas  +  +  
18-jun D196  Atanasia  Agua  +  +  
09-jul D236  Tastiota  Hepatopáncreas  +  +  
18-jul D254  Mélagos  Agua  +  +  
18-jul D263  Mélagos  Agua  +  +  
24-jul D266  Mélagos  Agua  +  +  
Se encontraron 6 cepas obtenidas de hepatopáncreas de camarones de granjas que 
presentaban mortalidades durante el cultivo, a su vez se realizó bacteriológico de 
estómago de los mismos camarones en el cual se encontró una cepa positiva de AHPND, 
éstos órganos son los afectados por la bacteria Vph AHPND+ según Lightner et al. 
(2012) y Tran et al. (2013a). En las muestras de agua se encontraron 6 cepas positivas y 
dos cepas para el sedimento, se encontraron en los estanques de cultivos con amplicones 
de 336 pb (figura 6) que al estar presente en el medio ambiente puede ser fácilmente 
propagada la enfermedad por descargas de agua al dar recambio de agua y afectar a 
granjas que aún no presentan la enfermedad. Roque et al. (1998) evaluaron la infección 
de Vibrio parahaemolyticus causada por en camarones que pueden infectarse al tener 




Figura 6. Cepas AHPND+ con primer AP3, cepas positivas en color verde, amplicones de 336 pb. 
 8.2.2 Identificación por pruebas bioquímicas MicroScan® 
El perfil bioquímico de las cepas positivas para AHPND por el método de MicroScan® 
presentan tres grupos diferentes según las pruebas positivas, en la tabla 8 se muestran 
aquellos grupos con el mismo perfil bioquímico, el primer grupo presenta el mismo 
perfil que la una cepa de referencia de ATCC 17802 de Vph (AHPND -) y una cepa 
positiva para AHPND (cepa MC32, nomenclatura interna) por Soto-Rodríguez et al. en 
2015. Otro grupo de dos cepas AHPND+ presenta una diferencia al dar positivo al 
fermentar la Rhamnosa, y una cepa presenta una prueba positiva para Ornitina. El banco 
de datos del software de MicroScan® todas las cepas presentan una identidad mayor del 
98% para Vibrio parahaemolyticus. 
 8.2.3 Secuenciación 16S rDNA 
Con las secuencias obtenidas de las cepas de estudio, se realizó un dendrograma para 




Figura 7. Relación evolutiva de las taxas: La historia evolutiva fue inferida con el método NJ (Neighbor-Joining). 
El dendrograma fue obtenido con 500 replicas  para representar la evolución de las cepas 
de bacterias de Vibrio parahaemolyticus AHPND+  analizadas mediante la 
secuenciación de la región 16S rADN. Las ramas corresponden a particiones en al 
menos el 50% de las replicas por bootstrap. La distancia evolutiva se computó con el 
método "p-distance" y son el número de diferencia en las bases por sitio, involucrándose 
a 17 secuencias de nucleótidos. El análisis se realizó con Mega 7 (Saitou y Nei. 1987). 
Las cepas de Vph de Thailandia (3HP y 5HP) y China que surgieron en el 2009, son el 
origen evolutivo de las cepas de Sonora y Sinaloa (2013-2014), las cuales se 
caracterizan por tener 17 secuencias diferentes de nucleótidos en las regiones analizadas 




Las 17 cepas se registraron en el GenBank con los números de accceso que se describen 
en la tabla 8. 
Tabla 8. Cepas registradas en el GenBank con el número de acceso. 



















 8.2.4 Variabilidad de cepas por PCR – (GTG)5 
Los resultados del PCR-(GTG)5 muestran que hay variabilidad entre las cepas de 
estudio, se muestran dos grupos, uno de ellos los pesos moleculares amplificados son 
aproximadamente iguales entre ellos, en la figura 8 se observan los grupos en color 
verde y azul presentan el mismo perfil de amplicones. Las cepas en color blanco el perfil 
es distinto para todas las cepas evaluadas. En la imagen 9 se observa la distribución de 




Figura 8. Perfil de amplicones para las cepas de Vph AHPND+, la lectura del gel fue con el software 
GelAnalizer 2010. 
 
Figura 9. Distribución de las cepas positivas a AHPND en el estado de Sonora. 
La mayoría de las cepas identificadas en el presente estudio se obtuvieron en el sur de 
Sonora, se muestra una mayor variedad de los biotipos de Vhp, esto se debe a que se 
encuentran la mayor concentración de granjas de cultivo de camarón en el estado, de las 
11 JLSA que se muestrearon, solo en 6 JLSA se obtuvieron las cepas de Vph AHPND+. 
En cuatro JLSA al sur de estado se identificaron 15 cepas positivas, dos cepas para el 
centro y una para el norte de Sonora. Versalovic et al. (1994)y Kathleen et al. (2014) 
utilizan el PCR-(GTG)5 para ver la variabilidad y diversidad de cepas bacterianas, que 
permiten agrupar o separar cepas bacterianas del mismo tipo al presentar un perfil de 
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amplicones diferentes de regiones conservadas en el genoma bacteriano, sirve como una 
herramienta para la caracterización molecular, complementándose con otros métodos de 
identificación como la secuenciación del 16S RNAr y pruebas bioquímicas. Soto-
Rodríguez et al. en 2015 utilizan el PCR-(GTG)5 para complementar la caracterización 
genómica de cepas aisladas en el estado de Sinaloa, en la cual encuentran diferencias 
entre las cepas obtenidas de camarones con características a AHPND y también 
presentan diferencias en la virulencia entre las cepas evaluadas observadas en desafíos 
en camarón. Nuestros resultados muestran que hay variabilidad entre las cepas obtenidas 
en Sonora, porque se agruparon en perfiles similares y otros variados en PCR-(GTG)5, 
complementando los resultados de la caracterización bacteriana y molecular con 
desafíos de las cepas en camarón, se reporta que dichos grupos presentan mayor o menor 
grado de virulencia y diferencia en el impactos de mortalidad en las granjas en donde 
fueron colectadas. 
8.3 Sensibilidad antimicrobiana 
Los resultados de los antibiogramas con los antibióticos comerciales de AVIMEX® 
presentaron distintos halos de inhibición, algunas cepas presentan un mayor grado de 
sensibilidad al antibiótico (figura 10).  
 
Figura 10. Distintos halos de inhibición, cepa B25. Antibióticos (EBD-MGX-OXD-TX). 
En la tabla 9 se registran los diámetros de inhibición para todas las cepas evaluadas, 
incluso también con la cepa de referencia ATCC y MC32. Todas las cepas presentan 
diferencias significativas (p< 0.05) entre las cepas y los antibióticos evaluados, donde el 
FLD mostró los mejores resultados. 
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Tabla 9. Antibiogramas de las cepas AHPND+ de Sonora, Letra distinta representa diferencia significativa 
(p<0.05). 
CEPAS ANTIBIOGRAMAS 
OXD EBD FLD MGX TX AFX 
ATCC          24 22 30 26 22 22 
B23           12 26 31 20 0 28 
B25           12 26 31 20 0 28 
D2            12 24 29 19 0 26 
D11           7 22 30 22 26 26 
D12           8 22 30 22 26 23 
D19           10 24 29 19 0 25 
D50           10 26 30 20 0 27 
D74           12 25 31 21 0 25 
D92           24 21 28 19 21 22 
D125          12 27 31 24 0 26 
D139          23 22 29 19 21 22 
D141          11 25 31 22 0 26 
D190          12 25 32 21 0 26 
D196          24 24 30 23 19 24 
D236          25 25 30 19 21 24 
D254          10 25 30 20 0 26 
D263          24 24 29 22 22 25 
D266          12 23 29 18 0 24 
MC32          9 22 29 22 0 23 
Media 15 A 24 B 30 C 21 D 9 E 25 B 
 
En el antibiótico OXD se observa que tiene variación en los halos de inhibición, presenta 
un 33% de cepas que son sensibles a OXD, seguido con 73% de sensibilidad intermedia 
y solo una cepa no sensible al antibiótico, estas variaciones de inhibición pueden ser 
debido a que este antibiótico es el más utilizado en el cultivo de camarón y se han 
observado mayor resistencia de bacterias de Vibrio sp.con OXD. En la tabla anterior hay 
diferencias significativas entre las cepas en la inhibición con EBD, FLD, MGX y AFX 
aun cuando hay diferencias entre las cepas y los antibióticos, el 100% de las cepas 
fueron sensibles al antibiótico.  
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El antibiótico de TX (Sulfacloripiridacina y Trimetoprim) se observa un 44% de las 
cepas sensibles al antibiótico, pero el 56% de las cepas no presentan inhibición, lo cual 
no es recomendable el uso de este antibiótico ante AHPND. 
 
Figura 11. Halos de inhibición de los antibióticos contra las cepas AHPND+. Letras distintas hay 
diferencias significativas (P<0.05). 
El antibiótico FLD (florfenicol) fue el que presentó mayores halos de inhibición ante 
todos los antibióticos evaluados (figura 11), puede usarse como método preventivo ante 
una vibriosis en el cultivo de camarón, pero es necesario realizar un protocolo de 
muestreo bacteriológico de agua y camarón para ver la carga bacteriana del estanque y 
aplicar el antibiótico para reducir las bacterias que están proliferando, y se puede utilizar 
de manera correctiva cuando el problema ya está presente en el estanque (vibriosis). El 
antibiótico OXD (oxitetraciclina) es muy utilizado en los cultivos de camarón, se utiliza 
para el tratamiento de NHP-B (Frelier et al., 1992). Las cepas de Vph AHPND+ de este 
estudio el 73% presenta sensibilidad intermedia, el uso indiscriminado de 
oxitretraciclina o tetraciclinas en los cultivos de camarón para prevenir NHP-B y otras 
cepas de Vibrio ha causado que presenten resistencia ante el antibiótico (Bermúdez-




8.4 Bioensayo con nutracéuticos 
Los resultados del bioensayo de los parámetros inmunológicos para la dieta control, y 
las dietas con el alga Ecklonia arborea (harina del alga al 2% y fucoidan al 2g/Kg) se 
describen a continuación. 
 8.4.1 Parámetros fisicoquímicos 
Los parámetros fisicoquímicos de temperatura(32 ± 2 °C), pH (8.0 ± 0.2) y salinidad (35 
± 2 g/L) se mantuvieron dentro de los intervalos óptimos propuestos por Brock y Main 
(1994). El oxígeno disuelto se mantuvo constante por el sistema air lift que cuenta la 
sala de bioensayos. 
 8.4.2 Conteo diferencial y total de hemocitos 
  8.4.2.1 Conteo diferencial de hemocitos 
Se realizó un conteo diferencial de hemocitos, y se calcularon por separado los hialinos, 
semigranulares y granulares. Después de analizarlos por separado se realizó el conteo 
total de hemocitos, siendo la sumatoria de los tres tipos. 
 
Figura 12. Conteo de hemocitos hialinos (H). * representa diferencia significativa. 
Los dos primeros muestreos (día 0 y 3) no se tienen diferencias entre las cantidades de 
hemocitos hialinos por dieta, en el día 6 la dieta con fucoidan (9.5x106 hemocitos mL-1) 
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presenta un aumento significativo de hialinos con respecto al control y a la dieta con 
harina. Al día 12 el tratamiento control tiene mayor concentración significativamente de 
hemocitos H (14.4x106 hemocitos mL-1) que la dieta con harina (11.2x106 hemocitos 
mL-1) y fucoidan (12x106 hemocitos mL-1). Finalmente, en el día 15 se observa un 
aumento significativo de los hemocitos hialinos en la dieta con harina de Ecklonia 
arborea con una concentración de 12.6x106 hemocitos mL-1 (figura 12). 
 
Figura 13. Conteo de hemocitos semigranulosos (SG) de las dietas evaluadas por muestreo. * representa 
diferencia significativa. 
El conteo de hemocitos semigranulares en los días 0, 3 y 6 se observa una mayor 
concentración de células en los tratamientos con Ecklonia arborea(Harina y fucoidan), 
en los días 9 y 12 el tratamiento control es mayor que los tratamientos de E. arborea, 
teniendo diferencia significativa en la concentración de células SG (14.4x106 hemocitos 
mL-1) en el día 12 para la dieta control. El último día de muestreo (día 15) las dietas con 
el alga presentan una mayor concentración de SG, pero sin tener significancia entre las 




Figura 14. Conteo de hemocitos granulosos (G)* representa diferencia significativa. 
En los primeros 6 días se observa que la dieta con fucoidan tiene mayor concentración 
de hemocitos granulares, siguiendo la dieta con harina del alga y después la dieta 
control, en los días 9 y 12 la dieta control supera por poco a las dietas de harina y 
fucoidan. Al día 15 de la prueba, las dietas con el alga presentan más concentración de 
hemocitos G, siendo la dieta con fucoidan la más alta significativamente (figura 14). 
  8.4.2.2 Conteo Total de Hemocitos 
El conteo total de hemocitos de los camarones alimentados durante 15 días con las dietas 
a evaluar se muestra en la figura 15. Se analizaron el CTH por cada día de muestreo 
entre los tratamientos. 
 
Figura 15. Conteo total de hemocitos por tratamiento. Letra distinta presenta diferencia significativa. 
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En la figura 15 se muestra los conteos totales por dieta en cada día de muestreo, al inicio 
los tratamientos que tienen harina y fucoidan están más alto que la dieta control; sin 
embargo, no representa nada ya que en ese tiempo inicial no se les había alimentado a 
los camarones ningún tratamiento. El día tres ya contaban con 72 horas de alimentación 
los camarones, los tratamientos con harina y fucoidan de E. arborea presentan un leve 
aumento (no significativo) en el CTH con respecto al control. Al día 6 se observa que el 
tratamiento con fucoidan tiene mayor concentración (32x106 hemocitos mL-1) que el 
tratamiento control y el tratamiento con harina del alga. A partir del día 9 al 12 el 
tratamiento control tiene diferencias significativas con respecto a las dietas de harina y 
fucoidan. El último día de muestreo y se observa que el alimento control está por debajo 
de los conteos de hemocitos de las dietas con el alga (harina y fucoidan) 
 8.4.3 Fenoloxidasa Libre y Fenoloxidasa Total 
Los resultados de FOL y FOT se muestran en las figuras 16 y 17 respectivamente. 
 
Figura 16. Fenoloxidasa libre. Letra distinta presenta diferencia significativa. 
La fenoloxidasa libre al inicio día cero, se tiene diferencia una mínima diferencia sin 
embargo lo suficiente para ser significativa, al día seis se observa que la dieta con 
fucoidan es menor a las dietas control y harina. Todos los días posteriores presentan 




Figura 17. Conteo total de hemocitos por tratamiento. Letra distinta presenta diferencia significativa. 
Los resultados de FOT en el día cero se observa como el tratamiento con fucoidan 
presenta diferencias significativas con respecto a la dieta de harina y al control, estos 
valores solo se toman como base ya que aún no se alimentaban con las dietas a evaluar. 
Al día tres de alimentación se observa que la dieta con harina de alga está por debajo de 
la dieta control y la de fucoidan, para el día 6 se mantiene la dieta control y el fucoidan 
similares, incrementando un poco la dieta con harina. Hay una disminución en los 
valores de FOT para las dietas, el alimento con fucoidan presenta valores por debajo de 
la dieta con harina y la dieta control. Al día 12 la dieta control tenía valores 
significativos con respecto a los alimentos con aditivos, al día 15 la dieta control 
disminuyó por debajo de las dietas con fucoidan y la de harina del alga, siendo este 








 8.4.4Estallido respiratorio (ER) 
 
Figura 18. Estallido respiratorio (ER). Letra distinta presenta diferencia significativa 
En el muestreo inicial se presentan los mayores valores de ER, es significativamente 
diferente la dieta con harina de alga con respecto a el control y al fucoidan, durante los 
siguientes 12 días ninguna dieta presentó diferencias entre ellas, se mantuvieron 
similares hasta el día 15, en el cual incrementan un poco DO a 620 nm, siendo la dieta 
con fucoidan el más elevado entre el control y la dieta con harina de alga (figura 18). 
Los parámetros inmunológicos como conteo de hemocitos de hialinos, semigranulares y 
granulares, conteo total de hemocitos, fenoloxidasa total y fenoloxidasa libre se ven en 
aumento al día seis de muestreo para la dieta con fucoidan, seguido por la dieta con 
harina del alga y después el control. A partir del día nueve se observa que hay una etapa 
de estancamiento para las dietas con harina del alga o el fucoidan. Los hemocitos 
hialinos se encargan de liberar la transglutamionasa, que se liberan al plasma por daño 
tisular ante la presencia de lipopolisacáridos y β-1-3-glucanos (Yeh et al., 1998) 
El aumento de las células granulares en los hemocitos, eleva la actividad de la 
fenoloxidasa total, esto se debe a que en los gránulos de los hemocitos se encuentran las 
enzimas que se encargan de provocar la activación del sistema de profenoloxidasa 
(proPO) (Chen et al., 2005). Kitikiew et al. (2013) alimentaron camarones durante 7 días 
observandose que se incrementaron los conteos de hemocitos, pero a mayor 
concentración de fucoidan disminuye la eficiencia de la respuesta inmune innata. 
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Concluyen que la dosis de fucoidan que mejor da rendimientos en los parámetros 
inmunológicos es de 1.0 g/Kg de fucoidan en la dieta.  
En el caso de la dieta con la harina de alga E. arborealos valores de CTH, FOT fueron 
muy similares a los obtenidos por el fucoidan, no presentó diferencias significativas en 
CTH, pero si tiene diferencias en al día 15 para la fenoloxidasa. Felix et al. (2004) 
evaluaron la macroalga Sargassum wightii en polvo en alimento para camarón la cual 
funcionó como inmunoestimulante incrementando la fenoloxidasa, la concentración 
evaluada fue de 10 g/Kg. 
Algunas metodologías reportadas para evaluar inmunoestimulantes con resultados más 
rápidos y notables, son al agregar el producto directo al agua o por inmersión a los 
camarones de estudio. Campa-Córdova et al. (2010), evaluaron distintos 
inmunoestimulantes β-1-3-glucanos y polisacárido sulfatado, después de una hora de 
exponer camarones con los aditivos, se generó su máxima respuesta de estallido 
respiratorio. 
La cantidad de hemocitos circulantes puede ser afectada por factores externos como la 
temperatura, pH, salinidad, oxígeno disuelto y amonio (Liu y Chen, 2004). Le Moullac y 
Haffner (2000) expusieron camarones L. stylirostris en un ambiente de amonio 1.5 y 3.0 
mg/L, con lo cual se incrementaba la actividad fenoloxidasa y disminuía el conteo total 







Se aislaron e identificaron 18 cepas positivas de Vibrio parahaemolyticus causante de la 
enfermedad de la necrosis hepatopancreática aguda causante de las mortalidades de 
camarón en Sonora en los ciclos de producción 2013 y 2014. 
Se encontraron 8 biotipos de Vph AHPND+ por el método de GTG5. Los antibióticos 
FLD, EBD, AFX, MGX presentan buena inhibición ante EMS/AHPND. La OXD 
presenta valores intermedios de inhibición, y no se recomienda el uso de TX. 
La región de 16S rDNA de las17 cepas aisladas AHPND+ están emparentadas con las 
cepas asiáticas (3) y las de Sonora (2) y Sinaloa (1) reportadas en el GenBank/NCBI.  
Se confirma el agente causal de las mortalidades de camarón, mediante la 
caracterización bioquímica y genómica. 
Las secuencias del 16S rDNA se encuentran disponibles en línea en el Gen Bank 
El Fucoidan de Ecklonia arborea en el alimento (2 g/Kg), promueve el aumento de los 
hemocitos hialinos y granulosos a los días 6 y 15 de alimentación. Al día 15 de 
alimentación presenta mayor CTH para las dietas que contienen E. arborea (Harina y 


















Realizar desafíos con las cepas positivas para AHPND y realizar análisis 
histológicos de los camarones infectados para ver la mortalidad y el daño ocasionado 
en el hepatopáncreas. 
Se incrementaron los parámetros inmunológicos en los tratamientos con E. arborea 
al día 15 de alimentación. Se recomienda evaluar más concentraciones del extracto 
en la dieta (0.5, 1.0 y 2.5 g/Kg) y realizar desafíos con patógenos para medir la 
sobrevivencia en camarones previamente inmunoestimulados. 
Seguir con trabajos con nutracéuticos para reforzar el sistema inmune del camarón 
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